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摘要 :【 目的 】 鉴 定 一 种 新 的 家 蝇 Musca domestica 防御 素 基 因 ,， 并 分 析 其 功能 。【 方 法】 从 家 蝇 转 录 组 数据 库 中 鉴 
XE T 1 条 新 的 防御 素 基 因 cDNA 序列 , 并 将 其 命名 为 家 蝇 防 御 素 1 ( Md-defensin-1) 基因 Mdde-1。 利 用 生物 信息 学 
网 站 、 软 件 预测 其 结构 等 信息 。 以 实时 荧光 定量 PCR 技术 研究 该 基因 的 表达 模式 , 并 且 利 用 基因 步 移 技 术 获 得 了 
启动 子 序列 ,同时 采取 细胞 转 染 技术 验证 Mdde-l 启动 子 活性 。[【 结果 )】 该 序列 包含 一 个 276 bp 的 开放 阅读 框 ， 编 
码 91 个 氨基 酸 残 基 。 推 导 的 氨基 酸 序 列 N 端 包括 1 个 23 个 氮 基 酸 残 基 的 信号 肽 和 1 个 28 个 氨基 酸 残 基 的 前 肽 。 
BK EI 40 个 氨基 酸 残 基 组 成 , 含有 1 个 典型 的 CSaB 基 序 。 实 时 灾 光 定量 PCR 结果 显示 , 家 蝇 2 龄 幼虫 受 金黄 
CEA Staphylococcus aureus (Gi ) 刺激 后 Mdde-1 表达 明显 上 调 , 而 大 肠 杆 菌 Escherichia coli (© ) 刺 激 后 表达 
下 调 ; Mdde-1 在 家 蝇 幼 虫 受 到 热 激 时 呈 上 调 表 达 。 为 进一步 研究 其 调控 机 制 ， 克隆 了 Mdde-1 启动 子 , 并 证 明了 
该 启动 子 具 有 活性 。 【结论 】 据 此 认为 Mdde-1 是 一 种 新 的 家 蝇 防 御 素 , 并 且 在 免疫 革 兰 氏 阳 性 菌 方面 发 挥 重要 作 
用 ; 同时 我 们 首先 证 明了 Mdde-l 的 启动 子 具有 活性 。 本 研究 为 进一步 研究 家 蝇 防 御 素 的 作用 机 制 英 定 了 基础 。 
KEW: 家 蝇 ; 先天 免疫 ; 抗菌 肽 ; 防御 素 ; 基因 克隆 ; 启动 子 
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Cloning, induced expression and promoter activity of defensin-1 gene 


from the housefly ( Musca domestica ) 

LU Dan' , ZHENG Li’, WANG Xin-Xin , WANG Fan^, TANG Ting’ , LIU Feng-Song^" (1. Students’ 
Affairs Division, Hebei University, Baoding, Hebei 071002, China; 2. College of Life Sciences, Hebei 
University, Baoding, Hebei 071002, China) 

Abstract. [ Aim] Identify a new defensin gene from the housefly, Musca domestica, and analyze its 
function. [ Methods] We identified the cDNA sequence of a new defensin gene from M. domestica 
transcriptome database and named Md-defensin-1 gene ( Mdde-1). Bioinformatics web site and software 
were used to predict the structure information and real-time fluorescent quantitative PCR technique to 
study the gene expression profiles. Meanwhile, Mdde-1 promoter sequence was obtained using genome 
walking method and its activity was validated using cell transfection technology. [Results] The Mdde-1 
sequence contains a 276 bp open reading frame, encoding 91 amino acid residues. A putative signal 
peptide of 23 amino acid residues and a potential propeptide of 28 amino acid residues are present at the 
N-terminus followed by a mature peptide of 40 amino acid residues, which contains a typical CSa motif. 
The results of real-time quantitative PCR indicated that the expression level of Mdde-1 was up-regulated 
significantly after the 2nd instar larvae of M. domestica were challenged by the gram positive bacterium 
Staphylococcus aureus while down-regulated after they were challenged by the gram negative bacterium 
Escherichia coli. The expression of Mdde-1 was up-regulated after the housefly larvae suffered heat shock. 
In order to further study its regulatory mechanism, we cloned Mdde-1 prompter and verified. its activity. 
[ Conclusion] The results suggest that Mdde-1 is a new defensin from housefly, and it plays an important 
role in immune challenge by gram-positive bacteria. Mdde-1 promoter activity has been first proved. This 


study lays the foundation for further research on antibacterial mechanism of housefly defensin. 
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Jj PS Hk (antimicrobial peptide, AMP) 作为 先天 
免疫 系统 的 重要 组 分 , 能够 快速 对 入 侵 的 病原 体 做 
出 反应 , 通过 对 其 细胞 膜 形 成 穿孔 或 进入 细胞 内 部 
抑制 关键 代谢 途径 来 直接 杀 死 病原 体 ( Brogden, 
2005; Hale and Hancock, 2007) 。 近 年 来 , 昆虫 作 
为 天 然 抗 甸 肽 的 重要 资源 得 到 了 广泛 关注 。 对 昆虫 
抗菌 肽 的 研究 , 有 助 于 了 解 动 物 免 疫 防 御 的 分 子 机 
制 , 男 外 可 以 为 抗 感染 药物 的 分 子 设计 提供 模型 。 
目前 已 从 昆虫 中 鉴定 了 大 量 不 同类 型 的 抗菌 肽 , 例 
T5 NE RR Drosophila melanogaster 中 就 发 现 有 20 
种 抗菌 肽 (Lemaitre and Hoffmann, 2007), Tian 等 
(2010 ) 利用 生物 信息 学 方法 从 金 小 蜂 Nasonia 
vitripennis 基因 组 中 也 找到 了 44 条 抗菌 肽 基因 。 

家 昌 Musca domestica JE XX: HÆRE, 在 地 球 上 
广泛 分 布 。 由 于 家 蝇 独 特 的 适应 能 力 , 一 直 是 人 们 
寻找 抗菌 肽 的 重要 来 源 。 目 前 通过 生物 化 学 及 分 子 
生物 学 手段 , 已 经 在 家 蝇 体 内 分 离 和 鉴定 了 多 种 抗 
铸 肽 基因 ， 主 要 包括 以 下 几 类 : 防御 素 (defensin ) 
( 王 来 成 等 ，2003; Wang et al., 2006) ， 攻 击 素 
(Cattacin)( 耿 华 等 ,2004; 柳 峰 松 等 , 2011 ) , KÆ 
素 (cecropin) ( 金 小 宝 等 , 2004; Liang et al., 2006 ) ， 
XH HK ( diptericin) (BETA S, 2009), 溶菌 酶 
(lysozyme) ( Ito et al., 1995; Cançado et al., 2008; 
Ren et al., 2009; 郑 立 等 , 2011), 

防御 素 是 近年 来 发 现 的 广泛 分 布 于 哺乳 动物 、 
植物 和 昆虫 等 生物 体内 的 新 型 抗菌 活性 肽 , 是 一 类 
富 含 半 胱 氮 酸 的 碱 性 阳离子 低 分 子 短 肽 , 通常 由 
28 «54 个 氨基 酸 残 基 组 成 。 昆 虫 防御 素 最 时 发现 
于 肉 量 Phormia terranovae ( Lambert et al., 1989) ) 和 
kte Sarcophage pereggrina ( Matsuyama and Nator, 
1998) , PEJE MHAE Eb E PRK F Bo Jc M h B3 48] 
素 。 王 来 城 等 (2003 ) 从 家 蝇 中 克隆 得 到 了 第 一 个 
防御 素 (Md-defensin，Mdde ) 基因 的 全 长 cDNA JF 
列 。 重 组 的 Mdde EHEH TE = REER O 
凯 和 赵 彤 言 ，2001 ) 。 随 后 还 有 许 礁 类 和 朱 家 勇 
(2005)、 张 尘 和 刘 红 美 (2009 ) M zii zn R P v e 
了 防御 素 基 因 。 本 实验 死 隆 了 一 条 新 的 家 蝇 防 御 素 
基因 , 将 其 命名 为 Mdde-1, 并 对 其 进行 了 基因 定量 
以 及 启动 子 的 克隆 与 分 析 , 结果 显示 此 基因 可 能 在 
家 蝇 抵 御 章 兰 氏 阳性 菌 的 入 侵 及 抗 高 温 胁 迫 过 程 中 
发 挥 着 重要 作用 。 


immunity ; 


antimicrobial peptide; defensin; gene 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 

家 蝇 M. domestica 幼虫 由 本 实验 室 饲养 , 饲养 
温度 25%C ， 相 对 湿度 5096 ~ 7096 。 攻 毒 用 大 肠 杆菌 
Escherichia coli ATCC25922. 4& Wi 6 8j 7 EK Wi 
Staphylococcus aureus ATCC29213, Ji $t L4440, 
pEGFP-1, 宿主 菌 大 肠 杆菌 DH5a、 大 肠 杆 菌 HT115 
以 及 昆虫 细胞 SO 均 为 本 实验 室 保 存 。RNAiso 
Plus, HERE HE DNA 回收 试剂 盒 、pMD18-T $ 
体 、SYBR Green Jj TaKaRa 公司 产品 ，M-MLYV 反 转 
录 酶 、Taq DNA 唆 合 酶 以 及 引物 均 为 南京 金 斯 瑞 科 
KARAR m, DNA 提取 试剂 盒 为 北京 天 根 生化 
公司 产品 。S8 细胞 培养 基 为 SFI 细胞 培养 基 ， 转 
染 试 剂 为 Roche X-tremeGENE HP DNA Transfection 
Reagent。 

1.2 家 蝇 幼 虫 细 菌 刺激 和 高 温 胁迫 实验 

取 寿 干 大 小 均一 的 家 蝇 2 龄 幼虫 , 分 别 经 新 鲜 
FEE BU B FT ESI dz 2C E, 8] 3 ER PSI ER IC ( OD, = 
1. 8) 18 10 min 后 , MAKE ET RIZ 8827] m E D, 
刺激 后 继续 培养 , 在 针 刺 0, 3, 6, 12, 24, 36, 48 
和 60 ph 各 取 6 头 幼 虫 分 别提 取 总 RNA, 

将 2 龄 幼虫 置 于 42% 下 进行 热 激 实验 , 分 别 在 
42% 处 理 0 min, 15 min, 30 min 和 1 h 后, 以 及 热 
激 处 理 1h 后 2$% 人 恢复 1,2 和 4 后 共 7 个 时 间 点 
各 取 6 头 幼虫 提取 总 RNA， 用 于 基因 表达 定量 
分 析 。 

1.3 总 RNA 的 提取 及 cDNA 的 合成 

按照 RNAiso Plus 使 用 说 明 书 提取 家 蝇 幼 虫 总 
RNA ,经 琢 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 其 完整 性 ,并 利用 核 
酸 定量 仪 测定 其 浓度 和 纯度 , 各 取 2 hg 总 RNA， 
以 AOLP 为 引物 反 转 录 合 成 cDNA。 

1.4 Mdde-1 基因 cDNA 序列 克隆 

对 本 实验 室 所 测 得 的 家 蝇 转 录 组 数据 库 进 行 搜 
索 , 得 到 一 段 长 372 bp 的 EST 序列 (Contig4328 ) , 
利用 Blastn 程序 在 CenBank 数据 库 中 对 其 进行 同 源 
性 分 析 发 现 此 序列 与 昆虫 防御 素 基 因 相 似 性 较 高 。 
根据 此 EST 序列 最 前 端 设 计 引 物 Mdde-1F, 与 下 游 
通用 引物 AP( 表 1 ) 一 起 以 家 蝇 幼 虫 cDNA 为 模板 
进行 PCR 扩 增 , 扩 增 条 件 为 : 94C 4 min; 94% 30 
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R1 引物 及 接头 序列 


Table Primer and adaptor sequences 


引物 名 称 Primer name 


引物 序列 Primer sequence (5' -3") 


AOLP GGCCACGCGTCGACTAGTACT;, ( G/A/C) 
AP GGCCACGCGTCGACTAGTAC 

Adaptor-1 GTAATACGACTCACTATAGGGCACGCGTGGTCGACGGCCCGGGCTGGT 
Adaptor-2 PoA-ACCAGCCC-NH2 

Mdde-1F GACTCAATCTAAAACGAAAA 

ActinF GAGAAATCCTATGAACTTCCCGACG 

ActinR GGATACCGCAAGATTCCATACCCAA 

RealF GACTCAATCTAAAACGAAAA 

RealR ATGTAACTCAGGCTCCAACT 

AP1 GTAATACGACTCACTATAGGGC 

AP2 ACTATAGGGCACGCGTGGT 

p-1 GACAGCAACAAAGATGACAGCGAAGACG 
p2 TICTTCTGCAGGCGAAGCCTTAGCCTGG 

p3 GGCTTGCTTAGCTTTGATACCAATTCC 

p4 GATTGAGTCTCTTTCTCTTGTCTTGAG 

p-5 GTCAGTTTTTGCTTTGTGATGTGGGG 

p-6 GATAAAATTGTACCAGCCCGGGCCGT 

p-7 CTGTGGAAATCCCTCTAGCTTCCGATCA 

P-F CGAAGCTTGATCGGAAGCTAGAGGGATTTC 
P-R GCGGATCCGAGATATTGAAGGCTTGCTTAGC 


s, 57C 40 s, 72C 1 min, 30 个 循环 ; 最 后 7270 延 
伸 5 min; PCR ^97 £t she pa St c Fa, vo uU, A 
用 玩 脂 糖 凝 胶 DNA. 回收 试剂 盒 回 收 扩 增产 物 , 并 
连 入 pMD18-T 载体 , 转化 大 肠 杆菌 DH5a, PCR 检 
测 后 挑 取 阳性 克隆 送 测序 公司 测序 。 
1.5 Mdde-1 基因 启动 子 克 隆 

利用 DNA 提取 试剂 盒 提 取 家 蝇 幼 虫 基因 组 
DNA, 分 别 使 用 4 种 平 末端 限制 性 内 切 酶 (EcoRYV ， 
Dra | , Afa | /Rsa | Ñi Pru Il ) i45, DNA, 然后 将 消 
化 产物 分 别 与 DNA 接头 Adaptor-1 和 Adaptor-2 连 
接 ， 即 获得 无 载体 连接 的 4 个 Genome Walker DNA 
文库 。 根 据 接头 序列 设计 引物 API 和 AP2( 表 1)， 
根据 已 知 的 EST 序列 和 通过 Genome Walking 获得 
的 Mdde-1 基因 上 游 DNA 卢 段 设计 特异 引物 p-1，p- 
2, p3, p4, p5, p6 和 p-7( 表 1), 以 所 建 的 4 个 
库 为 模板 进行 PCR 扩 增 , 扩 增 所 得 条 带 连 入 
pMD18-T 后 转化 大 肠 杆 菌 DH5a, PCR SiE BH TE và 
隆 进 行 测序 , 将 测序 结果 进行 拼接 获得 Mdde-1 基 
因 上 游 司 动 子 序列 。 
1.6 Mdde-1 基因 序列 的 生物 信息 学 分 析 

根据 测序 cDNA 信息 , 利用 Bioedit 软件 搜索 开 


放 阅 读 框 (open reading frame, ORF), FAIXA 
基 酸 序列 , 在 NCBI 网 站 上 利用 Blastp 程序 (http:// 
www. ncbi. nlm. nih. gov/blast) 进行 相似 性 比 对 。 利 
用 ProP 1. O (http://www. cbs. dtu. dk/services/ 
ProP/) 分 析 信号 肽 及 有 蛋 日 质 前 体 的 裂解 位 点 。 应 用 
ExPASy Molecular Biology Server 上 的 ProtParam 程序 
( http://au. expasy. org/tools/protparam. html) 对 推 
导 的 多 肽 序列 进行 分 析 。 用 Bioedit 软件 分 析 其 成 
AJK e Ak ER 2H ux. Hj E £x WX p ExPASy 中 的 
SwissModel 数据 库 ( http://swissmodel. expasy. org/ 
workspace/index. php? func = modelling. simplel ) Tii 
测 成 熟 肽 的 三 级 结构 。 利 用 MEGA 4.0 软件 对 昆虫 
denfensin 基因 的 多 上 肽 序列 进行 多 重 比 对 , 并 通过 
NJ (neighbor-joining) 方法 构建 分 子 系统 树 。 利 用 
NNPP (http://fruitfly. org/seq. tools/promoter. html ) 
和 SoftBerry 中 的 TSSG ( http://linuxl. softberry. 
com/ berry. phtml? topic = tssg & group = programs & 
subgroup = promoter) 预测 启动 子 及 上 游 调 控 元 件 。 
1.7 启动 子 活性 检测 

根据 已 获得 的 Mdde-1 基因 启动 子 序列 , 设计 
引物 P-F 和 P-R( 表 1), UZKI DNA 为 模板 进行 
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PCR 扩 增 , 反应 条 件 : 94C 4 min; 94% 30 s, 58% 
40 s, 72C 1 min, 35 个 循环 ; 72% 最 后 延伸 10 
min, PCR 产物 经 电泳 回收 后 , 用 Hind A BamHI 
进行 双 酶 切 , 然后 连 入 载体 pEGFP-1 中 ,转化 
DH5a WEHE, 经 测序 验证 获得 正确 的 重组 质粒 
pMdde-EGFP, 

将 生长 状态 良好 的 SO 细胞 按 每 孔 3 x10) 个 
左右 的 密度 转 接 至 六 和 孔 板 , 27C 培养 至 细胞 密度 
80% 左右 时 转 染 重组 质粒 pMdde-EGFP, 同时 转 数 
空 载 质 粒 pEGFP-1 为 对 照 , 具体 转 染 步骤 按照 
Roche X-tremeGENE HP DNA Transfection Reagent 
转 染 试剂 的 说 明 书 进行 。 转 染 48 h 后 在 灾 光 显 微 
镜 下 观察 奖 光 表达 的 情况 。 

1.8  Mdde-1 基因 表达 分 析 

利用 qPCR (real-time quantitative PCR) 技术 ， 
对 细菌 刺激 和 高 温 刺激 后 家 蝇 幼 虫 体内 Mdde-1 3 
因 的 表达 变化 规律 进行 研究 。 以 组 成 型 表达 的 基因 
b-actin 作为 内 参 , 设计 内 参 引 物 ActinF 和 ActinR ; 
设计 目的 基因 的 特异 引物 RealF 和 RealR( 表 1), 
以 细 离 刺激 及 热 激 的 家 蝇 cDNA 为 模板 进行 qPCR 
检测 PCR 4&fFJj 95?C 1 min; 95*C 20 s, 49C 10 
s, 49'CSCINITK f 9e2G, 45 个 循环 。 测 定 溶解 曲线 
的 反应 条 件 : 60C 到 95%C ,每 升 高 0.5 人 停留 5 s, 


采集 诡 光 。 处 理 组 样本 基因 的 数量 用 相对 定量 
2 "法 来 表示 ， 即 先 用 内 参 基 因 b-actin 进行 标准 
化 , 然后 和 对 照 组 样本 基因 进行 比较 。 具 体 方法 : 
D -AACT o - [ACT CD -Acr(2)] , 其 中 AC-(1) = 处 理 组 样本 
基因 C, - 处 理 组 内 参 基 因 Cr ，ACr(2) = 对 照 组 样 
本 基因 C, - 对 照 组 内 参 基因 Cr。 通 过 公式 2 UU 
计算 得 到 处 理 组 样本 基因 相对 于 对 照 组 样本 基因 的 
表达 量 , 然后 再 取 均 值 。 用 i 检验 (n =6) 来 比较 处 
理 组 和 对 照 组 的 差异 ,，P «0.01 为 极 显著 差异 ， 
0.01 <P<0.05 为 显著 差异 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 Mdde-1 的 序列 分 析 和 结构 预测 

经 PCR 克隆 得 到 一 段 全 长 392 bp 的 序列 , £u 
含 276 bp 的 完整 开放 阅读 框 ， 编 码 91 个 氨基 酸 残 
基 组 成 的 多 肽 (图 1) 。 经 Blastp 分 析 该 序列 与 昆虫 
防御 素 的 相似 性 较 高 , 与 王 来 城 等 (2003 ) 报道 的 家 
蝇 成 虫 的 防御 素 (Mdde) 基因 和 氨基酸 序列 一 致 性 为 
93% , 二 者 信号 肽 和 前 肽 部 分 差异 较 大 , 成熟 肽 相 
似 性 较 高 (图 2), 于 是 我 们 将 所 得 序列 命名 为 
Mdde-1, £& ProP 1.0 分 析 发 现 Mdde-1 以 前 体 的 形 
式 转录 , N 端 除 有 一 段 23 个 氨基 酸 残 基 的 信号 上 肽 


ii GAC TCA ATC TAA AAC GAA AAA CAA AAT CTT ACA AAA ATG AAA TTC 45 


l 


46 TTT GCC GIC TTC GCT GTC AIC TIT GTT GCT GTC TGC TGT CTG GCC — 90 
4 | ARV T T EM aro E 18 
9l GCC CAG GCT AAG GCT TCG CCT GCA GAA GAA AGG AAC TTT GTC CAT 135 
19 NN n o P A E E R N F V H 33 
136 GGA GCT GAT GCC CTA AAG CAG TTG GAA CCT GAG TTG CAT GGC COT — 180 
34 6 à D A&A- L- E 4. L B P. E L H 6 B 48 
181 TAC AAG AGA GCC ACT TOT GAT TTG TTG AGC GGT ACT GGT GTG GGT — 225 
49 Y K R A T C D L L S G T G V B 63 
226 CAC TEG GCG TET GCT GCC CAT TOT CTG CIG CGC GGC AAC CGC GGT 270 
64 H S A C A A H C L L R UN R & 18 
al GGC TAC TGC AAT GGG AAG GCC GIT TGT GTT TGC CGC AAC TGA AGG — 315 
79 G Y C N G K A V C Y C R N * 91 
316 GGG TTT TAA TAT TTA TGT GTA TTA ATA AGA TTG TTA ATT ATG TAC 360 
361 TTA AGT GGA AAT AAT AAA TTA AAA AAA AAA 390 
图 1 家 蝇 Mdde-1 cDNA 及 其 推导 的 氨基 酸 序列 
Fig. 1 The complete nucleotide and deduced amino acid sequences of Mdde-1 


阴影 部 分 为 信号 肽 序列 , 下 划 线 为 成 熟 肽 序列 。The shadow indicates the signal peptide and the mature peptide is underlined. 
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信和 号 肽 Signal peptide 前 肽 Propeptide 
ERFFF-URVCYIIS hp | FVHG ADALKULE PEL 463 R 
FVHGADALKOLE PEL bi R 
FVƏGLEALKTIEPEL AGE R 
EVOEVUVAERAEPELÁSN R 
S 


nnE 
GA---------- VEP---MPQDL-- 


Wo 00-10 tA 4 C2 F2 — 


! 


--------- VHEDAHQEVLQ --- TS 0 


成 熟 肽 Mature peptide 


----pvi 
E) pm 





图 2 Mdde-1 与 其 他 物种 defensin 的 多 序列 比 对 
Fig. 2 Multiple alignment of amino acid sequences of Mdde-1 with defensin proteins from other insect species 

Defensin 序列 及 其 在 GenBank 中 的 登录 号 The defensin sequences and their GenBank accession numbers; 1; 家 刚 Musca domestica defensin 
(AAP33451.1) ; 2: Z&& M. domestica defensin-1 ( KC920907) ; 3; 丝光 绿 蝇 Lucilia sericata defensin ( ADIS7383. 1 ; 4: JÆ EE W& Stomoxys 
calcitrans defensin( AAD56536.1); 5-7: 果 量 Drosophila grimshawi defensin ( XP. 001986823. 1) , J&!if& Drosophila virilis defensin ( XP. 002051038. 
1), WERI Drosophila melanogaster defensin ( AAF58855.1); 8 - 11; 埃及 伊 蚊 Aedes aegypti defensin-1 ( AAC64181.1), J& J& Bt A. aegypti 
defensin-2 ( EAT44833. 1) ,埃及 伊 蚊 A. aegypti defensin-3 ( EAT44832. 1) , 3& JX Bt, A. aegypti defensin-A ( XP. 001657287.1) ; 12, 17 -19: X] 
比 亚 按 蚊 Anopheles gambiae defensin-1 ( KAA05234. 4) , 冈比亚 按 蚊 A. gambiae defensin-2 ( XP. 001688009. 1) , 办 比 亚 按 蚊 A. gambiae defensin- 
3 (XP. 557449.3) , 四 比 亚 按 蚊 A. gambiae defensin4 ( EALA1851. 2) ; 13; 致 倦 库 蚊 Culex quinquefasciatus defensin ( XP. 001842945.1) ; 14; 长 
红 锥 晴 Rhodnius prolixus defensin ( 4A074626.1) ; 15: £ Hti% Ornithodoros moubata defensin ( BAC10302. 1) ; 16; Wi% li Argas monolakensis 
defensin ( ABIS2766. 1) ; 20: 辣椒 Capsicum annuum defensin ( CAA65045.1); 21: 白云 杉 Picea glauca defensin ( AAR84643. 1). 


外 , 还 有 一 段 28 个 氨基 酸 残 基 的 前 肽 。 成 熟 肽 由 
40 个 氨基 酸 残 基 组 成 , 理论 分 子 量 为 4.0 kD, 理论 
等 电 点 为 8.69, 甘氨酸 含量 和 半 胱 氨 酸 合 量 较 高 ， 
分 别 为 17.5% M 15.0% 。 

从 图 2 中 可 以 看 出 这 些 物种 的 蛋白 质 序 列 都 售 
有 6 个 保守 的 半 胱 氨 酸 残 基 , 序列 1 ~ 16 每 一 条 都 
含有 信和 号 肽 、 前 肽 、 和 成 熟 肽 并 且 成 熟 肽 是 高 度 保 
守 的 ,而 序列 17 ~21 只 有 信和 号 肽 和 成 熟 肽 并 且 其 
成 熟 肽 部 分 的 相似 度 则 较 低 。 

不 同 物种 间 防 御 素 和 蛋白 具有 和 较 高 的 相似 性 ， 应 
用 Clustal W 程序 对 不 同 物种 包括 双 翅 目 、 同 翅 目 
昆虫 、 蛛 形 动 物 、 植 物 以 及 哺乳 动物 的 防御 素 进 行 
多 序列 比 对 。 基 于 NJ 法 建立 的 防御 素 分 子 系统 发 
育 树 中 , 昆虫 、 蛛 形 动物 、 植 物 和 哺乳 动物 分 别 单 
独 形 成 聚 类 (图 3)。Mdde-1 基因 编码 的 多 肽 与 双 
翅 目 其 他 物种 , 例如 绿 蝇 分 子 进化 关系 最 近 。 而 属 
于 同 翅 目 昆虫 的 长 红 锥 晴 与 条 蝇 杀 绿 天 系 较 近 ,， 蚊 
类 单独 形成 聚 类 ,最 后 与 哺乳 动物 免 、 人 防御 素 
汇合 。 

通过 对 Mdde-l 蛋白 三 级 结构 分 析 , 可 以 看 到 
家 蝇 防 御 素 成 熟 肽 分 子 中 含有 一 个 保守 的 CSaB 
( cysteine-stabilized aß) Æ), 其 中 1 个 a 螺旋 由 第 
14 ~22 位 共 9 个 氨基 酸 残 基 形 成 , 2 个 反问 平行 的 


p 片 层 分 别 由 第 27 ~31 和 第 35 ~39 位 氨基 酸 残 基 
形成 , 肽 链 中 6 个 半 胱 氨 酸 组 成 3 个 二 硫 键 ,连接 
方式 分 别 为 C1-C4, C2-C5, C3-C6( 图 4)。 
2.2 Mdde-1 启动 子 序列 的 分 析 

通过 Genome Walking 方法 克隆 得 到 了 678 bp 
的 Mdde-1 启动 子 区 域 , 利用 NNPP 以 及 SoftBerry 
中 的 TSSG 预测 结果 一 致 ， 预测 的 + 1 位 为 第 570 
bp 处 的 G, 分 数 为 0.97。 经 TSSG 程序 搜索 , Pri 
隆 的 Mdde-1 基因 上 游 调 控 序 列 中 含有 多 个 可 能 的 
免疫 调控 相关 元 件 , 包括 3 个 NF-kB 结合 位 点 , 2 
个 C/EBP( CAAT enhancer-binding protein ) 还 有 多 个 
AP 家 族 序列 (AP-1，AP-2 ，AP-3)( 图 $) 。 
2.3 Mdde-1 基因 启动 子 功能 的 验证 分 析 

转 染 48 h 后 在 区 光 显 微 镜 下 观察 灾 光 表达 的 
情况 如 图 6 所 示 。 转 染 空 载 质粒 pEGFP-1 RAK 
光 产 生 ,， 而 转 染 pMdde-EGFP MMA KIE E. K 
验证 明 , R Mdde-l 启动 子 序列 具有 启动 子 
功能 。 
2.4 细菌 刺激 后 Mdde-1 的 表达 分 析 

实时 定量 PCR 结果 表明 2 种 细菌 刺激 后 的 表 
达 水 平 相对 于 正 稼 状态 下 ( 非 处 理 组 ) 有 显著 差异 。 
= RER (S. aureus) 能 有 效 诱导 Mdde-1 的 表 
XS, 表达 水 平 从 3 h 开始 升 高 , 6 h 达到 最 高 ， 而 后 
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Anopheles gambiae Def1(EAA05234.4) 


Culex quinquefasciatus Def (XP001842945.1) 
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图 3 ”家 蝇 与 其 他 物种 基于 defensin 氨基 酸 序列 的 系统 发 育 树 


Fig. 3 Phylogenetic tree of amino acid sequences of defensins from Musca domestica and other insects 






Qa 螺旋 a Helix 
p3r Hr p Fold 
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图 4 Mdde-1 成 熟 肽 三 级 结构 图 
Fig. 4 Tertiary structure of Mdde-1 


逐渐 恢复 。 相 反 , SECSERBITPERECE. coli) 刺激 后 并 
没有 3 引起 表达 量 升 高 , 反而 表达 量 下 降 。 通 过 i 检 
wW, Mdde-1 基因 表达 量 在 诱导 前 后 具有 极 显 车 性 差 
异 (P<0.01)( 图 7)。 结 有 果 说 明 Mdde-1 可 能 与 其 
他 昆虫 防御 素 基 因 一 样 , EARE RERNA 
导 而 表达 。 
2.5 HART Mdde-1 基因 的 表达 量 分 析 

实时 定量 结 采 表明 , 在 热 激 处 理 的 1 h 过 程 
"P, Mdde-1 在 转录 水 平 的 表达 量 逐 渐 上 调 , 并 在 热 
激 1h 达到 最 高 ， 而 在 随后 的 稼 温 恢复 过 程 中 ， 
Mdde-1 的 表达 量 也 随 之 逐渐 降低 ， 直 到 局 复 4 h， 


基因 的 表达 量 仍 未 恢复 到 最 初 水 平 ( 图 8)。 
3 ”讨论 


通过 同 源 比 对 分 析 、 分子 进化 分 析 和 多 肽 结构 
分 析 , 本 实验 所 克隆 的 基因 属 昆 虫 防御 素 家 族 成 
fà, 与 王 来 城 等 (2003)、 许 雁 英 和 朱 家 勇 (2005 )、 
张 洁 和 刘 红 美 (2009 ) 报道 的 家 蝇 防 御 素 (Mdde ) 具 
有 较 高 相似 性 , 它们 都 含有 信和 号 肽 、 前 肽 、 成 熟 肽 ， 
并 且 成 熟 肽 区 域 是 高 度 保 守 的 , 但 在 N 端的 信号 肽 
和 前 肽 区 域 存在 着 明显 差异 , 通过 我 们 得 到 的 蛋白 
序列 与 其 他 物种 防御 素 对 比 可 以 发 现 有 些 物 种 的 防 
御 素 没有 前 肽 , 这 些 情况 可 能 是 防御 素 基 因 在 转录 
时 存在 不 同 的 转录 本 的 原因 , 不 同 物种 在 进化 上 的 
地 位 也 可 能 是 导致 防御 素 结构 差 异 的 原因 ,， 于 是 我 
们 将 本 文 殉 隆 到 的 新 抗菌 肽 基因 命名 为 家 蝇 防 御 素 
1 基因 (Mdde-1)。 同 时 我 们 还 发 现在 成 熟 肽 区 域 发 
现 高 度 保守 的 6 个 半 胱 氨 酸 残 基 , 经 分 析 认 为 这 6 
个 半 胱 氨 酸 残 基 是 蛋白 质 三 级 结构 中 二 硫 键 形成 的 
必要 元 件 。 与 其 他 昆虫 如 按 蚊 ( 刘 红 美和 吴 建 伟 ， 
2008 ) 和 金 小 蜂 ( Gao and Zhu, 2010) 一 样 ， 家 晶体 
内 也 存在 有 多 种 防御 素 基 因 家 族 成 员 。 这 些 成 员 间 
如 何 协同 作用 一 起 完成 免疫 防御 功能 是 本 研究 关注 
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Spl C/EBP 


CGAEGGCCCGGGCTOIGITACAATTITITATCAACCTACTTCATTTTGATCGGA 
NF-kB AP-3 C/EBP 


AGCTAIGRGGBATTTCCACABACGGACAAAAGGACGGATATCGCTAAGTCG 
ACATAGAATTTTATGCTGATCAAGA ATATATATACTTTGTBGGGICTAAA] 
ATGTATATTTTGTTGTATATTACCCTCCATAAAAATGGTTTAAAAATTCT 
ATTCCATAGACCTTTCCAATTAATTGCATATTGATATTGACCTGACAAAA 
TACGAATATGTTAAAAATTGTTATTTTTCATCTCAAATTGTTAAAAGCAT 
AATACACCCTCTGTAGTATGAAGGAGGGTATACTAATATAGTCTAGGAAA 
ATCCATGCCTCABARAGTCOCCCOCCATA ATTTTTAAAAAGAATTTAAAAAA 
ACACAAFTTTTATATTCICTATTTAA ATAATAAATACTCGAAGACAABTAA] 
[TTCCCOCCACATCACAAACCAAAAACTGACTTTAGCGATAAGCCTCGACT 
GCTAACCGCACAGACAATACGAACACGCTCTCAGCTTTCTATAAAAGCAG 
dere e rr ER E T CR ne 


AAGACAAGAGAAAGAGACTCAATCTAAAAACGAAAAAAAAAACAAAAATC 
TTACAAAAATGAAATTCTTIGC 


BA—€«c0^——0—————— ee&—oO- € — » |* 


c= 和 和 和 


-500 -400 -300 -200 -100 -1 bp 
B:!AcmsP 人 NFB eG Q^» Q^» Æ TBP 
图 5 Mdde-1 基因 启动 子 序 列 分 析 
Fig. 5 Analysis of Mdde-1 promoter sequence 


黑色 边框 示 各 种 转录 因子 结合 位 点 ;下划线 示 核 心 启动 子 ; 阴影 示 TATA £c. Various transcription factor binding sites are in black frame, the core 


promoter is underlined, and the TATA box is in shadow. 





D 


图 6 转 染 pMdde-EGFP 后 的 细胞 在 奖 光 表达 中 的 情况 


Fig. 6 The fluorescence expression of cells after transfected with pMdde-EGFP 


A; 明 场 下 转 染 细胞 的 分 布 状 态 图 Distribution status of transfected cells in bright field; B: 同一 视野 荧光 显微镜 转 染 细胞 获 光 表达 的 图 
Fluorescence expression of cells after transfected in the same view; C; 转 染 pEGFP-1 细胞 的 分 布 图 Cell distribution after transfection with pEGFP-1 ; 
D: £23 pEGFP-1 细胞 的 荧光 表达 图 Fluorescence expression of cells after transfected with pEGFP-1 in the same view. 
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图 7 细菌 刺激 后 家 蝇 2 龄 幼虫 体内 Mdde-1 基因 的 

表达 定量 分 析 

Fig. 7 Expression profiles of Mdde-1 in the 2nd instar larvae 

of Musca domestica after bacterial challenge 

A: 金黄 色 和 葡萄 球菌 刺激 Challenged with Staphylococcus aureus; B: 大 

肠 杆 菌 刺 激 Challenged with Escherichia coli. 图 中 数值 为 均 数 + 标准 

差 ; 柱 上 双星 号 表示 与 对 照 差异 极 显 车 (P<0.01), 星 号 表示 与 对 

照 差异 显著 (P<0.05); 图 8 [n]; The value in figure is mean + SD 

(n 26) ; the asterisk and double asterisk above bars indicate significant 

difference between challenged group and blank group at the 0. 05 and 

0.01 level, respectively. The same for Fig. 8. 
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图 8 BARTRI 2 龄 幼虫 体内 Mdde-1 基因 的 
表达 量 差异 
Fig. 8 RT-qPCR analysis of the relative expression level of 
Mdde-1l in the 2nd instar larvae of Musca domestica 
at different time of heat shock 
H: 热 激 Heat shock; R: 恢复 Recovery. H 和 R 字母 后 的 时 间 分 别 为 
热 激 处 理 和 热 激 1 h 后 恢复 时 间 。The time following H and R 


represent time post heat shock and recovery time post 1 h heat shock, 





respectively. 
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的 一 个 问题 。 

目前 对 于 家 蝇 防 御 素 基因 局 动 子 的 研究 还 未 见 
报道 , 为 了 更 清楚 了 解 家 蝇 防 御 素 基因 的 功能 及 表 
达 调 控 机 制 , 我 们 利用 DNA 步 移 法 对 其 启动 子 进 
ITE, 得 到 了 长 度 为 678 bp 的 上 游 调 控 序 列 , 38 
过 生物 信息 学 分 析 发 现 , 该 序列 在 核心 启动 子 上 游 
含有 SP1, NF-kB, C/EBP 和 AP 等 转录 因子 的 结合 
位 点 。 

核 因 子 SPl(specificity protein 1) 是 SP/KLF 家 
族 成 员 , 对 核酸 代谢 基因 、 氧 化 磷酸 化 相关 基因 等 
均 有 调控 作用 , 它 还 参与 细胞 的 生长 和 分 化 , 调控 
细胞 周期 和 生长 相关 信号 转 导 通路 以 及 细胞 凋 亡 等 
过 程 ( 谢 松 等 , 2013 ) 。 

C/EBP 是 CCAAT 增强 子 结合 蛋 日 ， 能 通过 与 
某 些 启动 子 的 结合 来 促进 基因 的 表达 。NF-kB 是 一 
种 控制 DNA 转录 的 蛋白 质 复 合体 , 属于 一 类 “快速 
起 效 ” 的 重要 转录 因子 , 调 市 基因 的 先天 人 免疫 和 适 
应 性 人 免疫。 对 金 小 蜂 基 因 组 进行 分 析 发 现 , 所 有 防 
御 素 基因 家 族 成 员 上 游 均 含有 多 个 保守 的 NF-kB 
结合 位 点 和 4 个 连续 的 C/EBP 结合 位 点 (Gao and 
Zhu, 2010) 。 在 防御 素 基因 局 动 子 中 NF-kB 的 存 
在 使 得 这 些 基 因 表 现 出 可 诱导 型 表达 的 特点 (Uvell 
and Engstrom, 2007) 。 Meredith 等 (2006 ) 比较 埃及 
Brix DEFA 基因 和 冈比亚 按 蚊 中 的 DEF1 基因 的 局 
动 子 发 现 , KAX 2 种 蚊子 的 DEF 基因 启动 子 中 
都 存在 NF-kB 和 C/EBP 结合 元 件 ， 于 是 认为 成 串 
分 布 的 NF-kB 和 C/EBP 是 蚁 DEF 基因 转录 所 必需 
元 件 。 

在 我 们 克隆 的 司 动 子 中 还 发 现 含 有 多 个 AP 
( activator protein) 家 族 成 员 (AP-1，AP-2，AP-3 ) 的 
结合 位 点 ，AP-1 是 一 种 由 异 源 二 聚 体 蛋 日 组 成 的 
转录 因子 , 属于 Fo EA, 在 多 种 刺激 下 能 调节 基 
因 的 表达 , 包括 细胞 因子 、 生 长 因子 、 胁 迫 、 细 丙 
和 病 戎 感染。 在 一 些 应 激 因 素 下 如 缺 血 、 缺 氧 、 炎 
症 因子 (TNF-a, IL-18B ) 等 刺激 下 通过 信和 号 通路 活 
化 AP-1, 从 而 参与 应 激 、 炎 症 等 病理 过 程 。AP-] 
还 可 以 调控 肿瘤 中 多 种 基因 的 表达 , TEXSTER HL 
程 中 发 挥 很 重要 的 作用 , 其 水 平 的 升 高 能 够 增加 加 
基因 表达 的 活性 ( 周 长 春 等 , 2006 ) 。 转 录 因 子 AP- 
2a 可 以 抑制 人 结肠 瘤 细 胞 株 -SW480 细胞 体外 恶性 
增殖 以 及 侵 柳 能 力 , 通过 参与 多 沙 唑 嗓 诱 导 的 
HeLa 细胞 凋 亡 ， 直 接 调 广 CD36 参与 动脉 呢 样 
便 化 。 

在 基因 启动 子 功能 验证 实验 中 , 转 染 空 载 质粒 
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的 细胞 在 灾 光 显 微 锐 下 不 发 出 灾 光 , 而 转 染 启动 子 
序列 质粒 的 细胞 在 严 光 显 微 锐 下 可 以 看 到 绿色 痰 
光 。 本 实验 的 创新 点 在 于 我 们 克隆 了 家 蝇 防 御 素 基 
因 启 动 子 序列 同时 可 以 证 明 Mdde-1 启动 子 序 列 具 
有 局 动 子 功能 并 且 为 今后 进一步 研究 家 蝇 防 御 素 基 
因 司 动 子 的 作用 方式 莫 定 了 基础 。 

TEBGHH. NAEH. FWE, $838 HANUEHH 
中 都 发 现 了 昆虫 防御 素 。 昆 虫 防御 素 主 要 对 单 兰 氏 
阳性 天 起 作用 , 但 有 的 昆虫 防御 素 也 有 广 谱 抗 亢 活 
性 ( 刘 先 山 和 赵 彤 言 ，2001 ) 。 基 因 定 量 结果 显示 
Mdde-l TE dz R CIS ER EL ( G0) Ja E ELE 
达 , 最 高 时 较 对 照 组 高 出 160 多 售 , AMT 
(G ) 刺 激 后 呈 下 调 趋势 。 说 明 Mdde-l 主要 在 防 
御 章 兰 氏 阳性 菌 感 染 时 起 到 防御 作用 。 由 以 上 可 以 
明显 地 看 出 ,家 蝇 防 御 素 在 免疫 防御 过 程 中 起 重要 
作用 , 并 且 可 以 确定 家 蝇 防 御 素 在 应 对 间 兰 氏 阳 性 
菌 的 感染 过 程 中 起 作用 , 但 是 革 兰 氏 阴性 菌 可 能 对 
Mdde-1 起 到 抑制 的 作用 , 使 其 呈 下 调 的 趋势 , 所 以 
并 不 能 说 明 Mdde-1 能 够 应 对 单 兰 氏 阴性 天 的 感染 。 

刘 红 美和 吴 建 伟 (2008 ) 通过 对 按 蚊 防御 素 基 
因 启 动 子 的 分 析 发 现 ，DEF2 基因 局 动 子 中 存在 热 
激 应 答 元 件 (heat shock response element, HSE), BẸ 
热 休 元 转 录 因 子 HSF (heat shock transcription 
factor) 的 结合 位 点 。HSF 的 主要 功能 是 在 热 休克 和 蛋 
H (heat shock proteins, HSPs) 基因 的 表达 过 程 中 与 
相应 的 局 动 子 结合 并 局 动 基因 的 转录 (Watanabe et 
al., 1997) 。 但 我 们 在 分 析 Mdde-1 局 动 子 时 没有 发 
现 HSE 的 存在 , 这 可 能 是 因为 不 同 防御 素 基 因 具 
有 不 同 的 调控 模式 , 也 有 可 能 与 我 们 克隆 的 Mdde-1 
基因 局 动 子 较 短 有 关 。 进 一 步 的 基因 定量 实验 结果 
显示 在 各 信人 处 理 1h 内 , Mdde-1 的 表达 量 发 生 明显 
EH, 并 在 热 激 1 h 时 达到 最 高 值 。 而 热 激 后 的 和 
温 恢 复 过程 中 ,Mdde-1 表达 量 逐 渐 下 降 , 直到 4 h 
后 , 基因 的 表达 量 接近 正常 水 平 。 据 此 我 们 推测 
Mdde-1 是 一 个 热 应 激 基 因 , 并 且 可 能 是 在 家 蝇 受 热 
激 后 的 修复 过 程 中 起 到 一 定 保护 作用 , 但 具体 的 保 
护 机 制 尚 有待 进一步 研究 。 
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